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"摘要#

!

目的
!

探讨肝硬化患者标本抗溶性增强条件下淋巴细胞亚群检测时标本制备的最佳溶血条件$

方法
!

用不同剂量的溶血素在不同溶血时间处理
3-

例抗溶性增强的肝硬化患者标本!观察在不同溶血条件下流式

细胞仪获取的前向散射光"

cLO

#和侧向散射光"

LLO

#下白细胞散点图的清晰程度!同时测定
"

淋巴细胞%

R

淋巴细

胞和自然杀伤"

Ta

#细胞的百分比$结果
!

肝硬化患者红细胞膜抗溶性增强!采用溶血素用量为
'32(

#

,

%溶血时

间为
'(C!>

淋巴细胞分群效果较好$结论
!

制备肝硬化患者淋巴细胞亚群标本时!增加溶血素用量!检测结果的

准确性增强$
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在对临床患者进行淋巴细胞亚群检测时#发现肝硬化患者

标本经常出现溶血不完全#结果检测不出的情况*为找出肝硬

化患者标本的最佳溶血条件#本研究应用
R5<:4>*!<J!>@4>

$

R*

%公司生产的流式细胞仪$

c$OLO=8!IB9

+

%#对
3-

例肝硬

化患者的标本制备进行比较分析#发现当溶血素用量为
'32(

#

,

#溶血时间为
'(C!>

时#标本制备较好#现将实验结果报道

如下*

$

!

资料与方法

$K$

!

一般资料
!

选择
)('-

年
0

月至
)('2

年
/

月本实验室制

备淋巴细胞亚群标本时溶血不完全)结果检测不出的肝硬化患

者病例
3-

例#为本院住院或门诊肝硬化患者*病例均无自身

免疫学疾病#且肝硬化的诊断均符合
)(((

年全国$西安%病毒

性肝炎及肝病学术会议修订的/病毒性肝炎防治方案0的诊断

标准*男
'/

例#女
'.

例#平均年龄$

-.K1_.K3

%岁*各组在年

龄)性别间具有均衡性*

$K/

!

仪器与试剂
!

R*c$OLO=8!IB9

型流式细胞仪#安徽中科

中佳
a*O&'(--

台式低速离心机#

Ya1/&R

型快速混匀器#

";59C4L<!5>:!A!<c!>>

7

!

7

5::5c3

单道移液器$

'(((

)

)((

)

)(

#

,

%#流式细胞专用试管 $

R* "9B<4B>:

试管%(

O=8!R#+"Q

R5=D@

#鞘液#

R* PB8:!:5@:

"P

+Pa

试剂盒$包括
R* PB8:!:5@:

O*3c+"O

"

O*.UQ

"

O*-2U59OU

"

O*-$UO

#

R*PB8:!:5@:O*3

c+"O

"

O*'/

k

O*2/UQ

"

O*-2U59OU

"

O*'1$UO

#

R* PB8:!:&

5@:

"P

+Pa

试剂盒
'(

倍浓缩溶血素%#

O=8!I9!:5I5=D@

试剂盒

$

R*O=8!I9!:53

和
$UO

微球%*

$K'

!

方法

$K'K$

!

标本采集
!

顺利抽取肝硬化患者静脉血
)C,

于
-C,

肝素抗凝管中*

$K'K/

!

标本的制备
!

取
2(

#

,

肝素抗凝血分别放入
)

支
')

CCZ02CC

管中#用字母
$

和
R

区分这
)

支试管*分别将
)(

#

,

的
R*PB8:!:5@:O*3

"

O*.

"

O*-2

"

O*-

试剂和
)(

#

,

的
R*

PB8:!:5@:O*3

"

O*'/

k

O*2/

"

O*-2

"

O*'1

试剂移取到
$

管和

R

管的底部*涡旋混匀#室温避光孵育
'2

!

)(C!>

(向各管中

分别添加
/02

)

1((

)

'')2

)

'32(

#

,

的
'ZR*PB8:!:5@:

溶血素#

充分混匀#避光溶血
'(C!>

或者
'2C!>

(

'/((9

"

C!>

离心
2

C!>

#弃上清液(往各管中加
'C,

的
URL

溶液#轻微震荡混匀*

'/((9

"

C!>

离心
2C!>

#弃上清液(往各管里加入
2((

#

,

含

'W

多聚甲醛的
URL

悬浮细胞*

$K'K'

!

c$OL<4C

7

自动质控操作
!

使用
c$OLO=8!IB9

流式细

胞仪#激发光为氩离子
-..

)

/33>C

的谱线#使用
R*O=8!I9!:5

I5=D@

试剂盒
O=8!R#+"Q

标准微球#取试剂盒中的
>̂8=I585D

-

23('

-

检验医学与临床
)('/

年
-

月第
'3

卷第
.

期
!

,=IP5DO8!>

!

$

7

9!8)('/

!

S48K'3

!

T4K.



试剂和
$UO

试剂各
'

滴加入到第
'

支装有
'C,

鞘液的试管

中#混匀*取
2

种试剂$

c+"O

)

UQ

)

U59OU

)

$UO

)

>̂8=I585D

%各
'

滴加入第
)

支装有
3C,

鞘液的试管中#混匀*应用
c$O&

LO4C

7

软件调节仪器
UP"

电压#荧光补偿#灵敏度等参数*

$K'K1

!

应用
O588%B5@:U94

软件分析标本
!

利用
O588%B5@:

U94

软件获取数据#设
cLO

阈值#以前向散射光$

cLO

%和侧向

散射光$

LLO

%设门于各白细胞群体#以直方图分析淋巴细胞)

单核细胞和粒细胞表面
O*3

k

)

O*-

k

)

O*.

k

)

O*'1

k

)

O*'/

k

O*2/

k

*

$K1

!

统计学处理
!

应用
LULL'/K(

统计软件进行结果分析#

用
C_@

表示计量资料#组间均数先进行方差齐性检验#然后
9

检验进行比较分析#比较各组间
"

淋巴细胞)

R

淋巴细胞)自然

杀伤$

Ta

%细胞之间的差异#以
2

$

(K(2

为差异有统计学

意义*

/

!

结
!!

果

/K$

!

不同溶血条件对白细胞散点图的影响
!

用不同浓度的溶

血素溶血不同时间#观察标本发现溶血素用量为
/02

#

,

时#标

本因溶血不充分而有混浊现象(当溶血素用量为
'32(

#

,

时#

标本澄清透亮#溶血效果较好*当溶血素用量相同溶血时间不

同时#标本溶血后的透亮程度基本一致*标本处理好后#用流

式细胞仪检测标本#利用
cLO

和
LLO

设门观察淋巴细胞)单核

细胞)中性粒细胞的分群情况*溶血素用量为
/02

#

,

溶血
'(

C!>

时#因溶血不充分导致红细胞碎片比较多#死细胞等杂质

的干扰大#

cLO

"

LLO

的图中异常散射的颗粒较多#背景干扰大

$图
'$

%(溶血素用量为
'32(

#

,

溶血
'(C!>

时#红细胞碎片

等的干扰相对比较小#杂质相对较少#背景相对比较干净$图

'R

%*当溶血素用量一样#溶血时间为
'(

)

'2C!>

#白细胞散点

图背景纯化的程度基本一致#红细胞碎片等干扰情况基本相

似#无明显区别*

!!

注!

$

为溶血素
/02

#

,

溶血
'(C!>

(

R

为溶血素
'32(

#

,

溶血
'(

C!>

*

图
'

!!

白细胞
cLO

&

LLO

散点图

/K/

!

溶血条件不同对白细胞抗原表达的影响
!

溶血素用量分

别为
/02

)

1((

)

'')2

#

,

时#溶血
'(C!>

或者
'2C!>

#

"

淋巴细

胞)

R

淋巴细胞和
Ta

细胞的检测结果与对照组相比差异均有

统计学意义$

2

$

(K(2

%(当溶血素用量增加至
'32(

#

,

时#

"

淋巴细胞)

R

淋巴细胞)

Ta

细胞的检测结果与对照组相比差

异无统计学意义$

2

&

(K(2

%#结果具体见表
'

*

表
'

!

不同溶血条件下淋巴细胞检测结果分析%

C_@

'

W

(

项目 对照组
溶血

'(C!>

/02

#

,

溶血素
1((

#

,

溶血素
'')2

#

,

溶血素
'32(

#

,

溶血素

溶血
'2C!>

/02

#

,

溶血素
1((

#

,

溶血素
'')2

#

,

溶血素
'32(

#

,

溶血素

"

淋巴细胞

$

O*3

k

%

/-K-._(K-320K)2_(K-(

""

/'K1._(K/0

""

//K')_(K-1

"

/2K/-_(K2/ /'K/(_(K-)

""

/(K0)_(K/-

"

/3K(2_(K2'

"

/2K20_(K23

R

淋巴细胞

$

O*'1

k

%

'1K.'_(K2()2K))_(K3.

""

)-K.0_(K-.

""

)'K3'_(K23

"

)(K.._(K-) ))K.(_(K--

""

)2K31_(K0.

""

)'K/-_(K-/

""

)(K1)_(K33

Ta

细胞

$

O*'/

k

2/

k

%

')K3/_(K3)''K'(_(K)-

""

1K(-_(K'-

""

'3K0/_(K-0

""

''K.-_(K)2 ''K(1_(K)/

""

'3K2/_(K3/

"

'3K3/_(K)1

"

''K0'_(K)(

!!

注!对照组结果源自于兰州市其他
)

家三甲医院平行对照的平均值(与对照组比较#

"

2

$

(K(2

#

""

2

$

(K('

*

'

!

讨
!!

论

流式细胞仪已用于科学研究和医学临床检验的各个领域#

如免疫功能检查#肿瘤抗原)转移基因与抑癌基因及其他疾病

相关基因检测)细胞凋亡)艾滋病诊断与预后判断等+

'

,

*乙型

肝炎患者机体不同的免疫状态与病程密切相关+

)&-

,

#

O*-

k 和

O*.

k细胞通过分泌白细胞介素$

+,

%

&)

)

+,&'(

等细胞因子参与

机体的免疫应答#

O*-

k

"

O*.

k比值可作为病毒复制水平的一

项参考指标+

2&0

,

#因此通过淋巴细胞亚群分析患者的免疫状态#

对检测患者的疾病状况辅助临床诊断有非常重要的意义+

.

,

*

肝硬化患者由于疾病引起体内血液多样性的生化改变#如

血液中胆红素浓度的改变#冷凝集素的形成#红细胞膜脂类异

常等引起红细胞膜抗溶性增强+

1&''

,

#而产生抵抗溶血素的作

用#导致红细胞溶血不完全#因此肝硬化患者在做淋巴细胞亚

群检测时#常因溶血不充分而检测不出结果*

为了探究肝硬化患者淋巴细胞亚群标本制备的最佳溶血

条件#本研究参考
R*

公司
PB8:!LQ"

四色免洗淋巴细胞亚群

的绝对计数培训手册溶血
'(C!>

及淋巴细胞亚群检测试剂盒

说明书里的溶血
'2C!>

#试验加溶血素
/02

)

1((

)

'')2

)

'32(

#

,

并均溶血
2

)

'(

)

'2C!>

的溶血效果#发现溶血
2C!>

时#红

细胞裂解不完全标本混浊#检测不出结果*

从试验结果可以看出#当溶血素用量能充分溶解红细胞

后#在一定范围内继续增加溶血时间#

"

淋巴细胞)

R

淋巴细

胞)

Ta

细胞的表达无显著差异*溶血素能很好地溶解红细

胞#并且由于其成分中含有膜稳定剂能保护白细胞膜的完整)

不受破坏#且保持白细胞膜抗原性不受影响#以利于白细胞表

面标志物的检测+

'

#

''&')

,

#因此在一定范围内溶血时间对溶血效

果的影响小于溶血素用量#且溶血素用量是淋巴细胞亚群检测

中较为重要的因素*当溶血素用量不足时#红细胞裂解不充

分#干扰白细胞表面抗原的检测(当溶血素用量增加到标准操

作规程中的
'K2

倍即
/02

#

,

时#可检测出结果#但由于此条件

下红细胞裂解不完全#红细胞碎片等杂质的干扰比较大#白细

胞的散点图背景不纯(当溶血素用量增加到
'32(

#

,

时#红细

胞裂解充分#白细胞散点图中淋巴细胞)单核细胞)中性粒细胞

的分群较好#死细胞等杂质的干扰较少背景相对较纯#检测结

果也更为可靠*因此#在实际操作中处理抗溶性增强的肝硬化

患者标本#从经济效益和工资本作效率出发#增加溶血素用量

至
'32(

#

,

#溶血
'(C!>

#即可获得较好的溶血效果*

综上所述#在制备肝硬化患者淋巴细胞亚群检测标本时#

增加溶血素用量至
'32(

#

,

#溶血
'(C!>

情况下#红细胞裂解

充分#残留红细胞减少#对亚群细胞分群计数$下转第
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重度心功能不全的一个较好的特异标志物广泛应用于临床#在

)(('

年的欧洲心脏协会$

QLO

%心功能不全诊断指南中已将

RTU

作为实验室检测指标纳入诊断指南中的主要项目+

/

,

*外

源性
9;RTU

与内源性
RTU

有着相同的氨基酸序列和生物学

效应#静脉输入后在体内代谢的半衰期为
'.

!

))C!>

#停药
3;

$约
'(

个半衰期%后即被基本清除+

0

,

*选择治疗后
3D

的
RTU

水平来评价心力衰竭治疗效果能真实反映
9;RTU

疗效*

多巴胺为体内合成肾上腺素的前体#可明显改善肾血流

量#增加尿量及正性肌力#小剂量多巴胺可为一些血压偏低的

心力衰竭患者同时应用其他抗心力衰竭药物提供一个稳定血

压及增加肾血流的治疗前提+

.

,

*

本研究结果显示#观察组患者治疗后总有效率$

13K33W

%

明显高于对照组$

03K33W

%#差异有统计学意义$

2

$

(K(2

%#说

明观察组治疗效果更显著(两组治疗后
,SQc

均有明显提高#

同时两组患者心功能分级及
RTU

水平均较治疗前明显降低#

说明治疗后两组患者的心功能水平均有不同程度的改善(两组

患者治疗后血钠)血钾与治疗前比较差异无统计学意义$

2

&

(K(2

%#说明两组患者治疗后的电解质平衡未被打乱(治疗后观

察组不良反应的发生率与对照组差异无统计学意义$

2

&

(K(2

%#且均未出现严重低血压或低血压休克#提示用药后两组

患者虽均出现程度不同的不良反应现象#但并不严重#具有很

高的安全性*

综上所述#治疗慢性重度心功能不全合并血压偏低#早期

应用小负荷剂量
(K02

#

?

"

J

?

#

9;RTU

$常规推荐负荷剂量
'K2

#

?

"

J

?

减半%加维持剂量
(K((02

#

?

"$

J

?

-

C!>

%联合小剂量多

巴胺效果优于单纯维持剂量
(K((02

#

?

"$

J

?

-

C!>

%

9;RTU

联

合小剂量多巴胺#且安全性高)不良反应少#值得临床推广

使用*
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